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Resumo – O objetivo deste  trabalho  foi  identificar  e  caracterizar molecularmente os  alelos‑S de  cultivares 
de ameixeira japonesa e verificar a compatibilidade gametofítica entre estes. Foram utilizados dois pares de 
iniciadores específicos na amplificação dos alelos via PCR, em 18 cultivares: Pluma 7, Gulf Rubi, Blood Plum, 
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Entre  as  espécies  de  clima  temperado  exploradas 
no  Brasil,  a  ameixeira  tem  sido  uma  das  frutíferas 
de  maior  difusão  nos  últimos  anos,  principalmente 
em  razão  do  plantio  de  cultivares  introduzidas  ou 
selecionadas  para melhor  adaptação  climática  (Mota 






A  ameixeira  japonesa  (Prunus salicina Lindl.) 
predomina  entre  as  espécies  de  ameixeira  cultivadas 
no Brasil,  pois  encontra  condições  favoráveis  para  o 
seu cultivo (Seganfredo et al., 1995) e é mais adaptada 
às  condições  de  inverno  do  Sul  do  país  do  que  as 
ameixeiras europeias (P. domestica L.).





2005).  Dessa  forma,  para  a  formação  de  pomares 
de  ameixeira  japonesa,  são  necessárias  cultivares 
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polinizadoras  compatíveis,  cujo  pólen  deverá 
efetivamente fecundar o pistilo da cultivar produtora, 
caso contrário, não haverá produção de frutos.
No  fenômeno  de  autoincompatibilidade  gameto‑
fítica,  o  determinante  feminino  é  uma  ribonuclease 
(S‑RNase)  expressa  no  pistilo,  onde  as  proteínas, 
localizadas  principalmente  na  parte  superior  do 
estilete, atuam ao inibir ou degradar o RNA do tubo 
polínico que compartilha o mesmo alelo‑S do pistilo 
(Mccubbin  &  Kao,  2000;  Schifino‑Wittmann  & 
Dall’Agnol, 2002; Takayama & Isogai, 2005; Zhang 
et  al.,  2009;  Wu  et  al.,  2013).  Já  o  determinante 
do  alelo‑S  do  pólen  é  uma  proteína  F‑box 
(SFB‑S‑haplotype‑specific  F‑box)  que  geralmente 
atua  como  componente  ligante  da  ubiquitina, 
envolvida em uma via de degradação proteica (Zhang 
et  al.,  2009), mediada  pela  ubiquitina  de  S‑RNases 
de  pólen  oriundo  de  cruzamento  (Takayama  & 
Isogai,  2005;  Zhang  et  al.,  2009; Gharesheikhbayat 
et al., 2011; Franceschi et al., 2012; Wu et al., 2013). 
Em  uma  situação  de  incompatibilidade,  a  S‑RNase 
do  pistilo  degrada  o  RNA  do  pólen,  o  que  impede 
o crescimento do  tubo polínico  (Zhang et al., 2009; 
McClure et al., 2011).






Além  dos  ensaios  de  polinização  controlada 
em  campo,  a  informação  genética  obtida  sobre  a 
incompatibilidade  alélica  pode  ser  utilizada  no 
planejamento  de  estratégias  de  melhoramento,  com 
hibridações  controladas.  Ela  também  pode  auxiliar 
no desenho de pomares, o que garante uma eficiente 
polinização  com  uso  de  cultivares  totalmente 
compatíveis (Albuquerque et al., 2011).
A  caracterização  de  alelos‑S,  quando  associada 
à  tecnologia  de  transformação  genética  de  plantas, 
poderá  potencializar  os  trabalhos  de  melhoramento 
genético  que  visam  a  obtenção  de  cultivares 
autoférteis, com melhorias na frutificação efetiva e na 
produtividade.
O  objetivo  deste  trabalho  foi  identificar  e 
caracterizar molecularmente os alelos‑S de cultivares 
de  ameixeira  japonesa  e  verificar  a  compatibilidade 
gametofítica entre estes.
Material e Métodos
O  material  vegetal  utilizado  para  as  análises 
constituiu‑se  de  folhas  jovens,  completamente 
expandidas  e  sadias,  obtidas  de  18  cultivares  de 
ameixeira japonesa (P. salicina): Pluma 7, Gulf Rubi, 
Blood  Plum,  Wickson,  América,  Santa  Rosa, 
Rosa Mineira, Estrela Púrpura, Amarelinha, The First, 
Harry Pieckstone, Santa Rita, Seleção 16 (Rosa Mineira 





As  análises  foram  realizadas  no  Laboratório  de 
Fisiologia Molecular de Plantas, do Departamento de 
Botânica,  do  Instituto  de  Biologia,  da  Universidade 
Federal de Pelotas, RS. O DNA foi extraído a partir de 
amostras contendo 75 mg de folhas  jovens e  frescas, 
tendo‑se  utilizado  o  método  descrito  por  Doyle  & 
Doyle  (1991),  com  quantificação  em  gel  de  agarose 
0,8%,  uso  do  padrão DNA  de  fago  lambda  digerido 
com  a  enzima  Hind III  e  subsequente  diluição  das 
amostras para concentração final de 5 ng μL‑1.
Para cada uma das reações de PCR, as concentrações 
dos  componentes  foram:  20  ng  de  DNA  de  cada 
amostra;  PCR  buffer  1X;  1,5  mmol  L‑1  de  MgCl2; 
150  μmol  L‑1  de  cada  dNTP;  0,4  μmol  L‑1  de  cada 
iniciador;  1,25U  μL‑1  de  Taq  DNA  polimerase  (Life 
Technologies do Brasil Ltda., São Paulo, SP)  e  água 
Milli‑Q para um volume final de 25 μL. Os iniciadores 
utilizados  foram as  combinações Pru‑C2/PCE‑R  (Tao 
et al., 1999; Yamane et al., 2001) e Pru‑C2/Pru‑C5 (Tao 
et al., 1999). As sequencias estão descritas na Tabela 1.
A  amplificação  do  DNA  foi  realizada  em 




Tabela 1.  Iniciadores  utilizados  para  determinação  dos 
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por  1 min,  54ºC por  2 min,  72ºC por  3 min;  e  ciclo 
final de 94ºC por 1 min, 54ºC por 2 min e 72ºC por 
10 min. Os  fragmentos  de DNA  amplificados  foram 
submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2%, a 
5 V cm‑1, tendo‑se utilizado como padrão o marcador 
de  massa  molecular  100  pb  (Ludwig  Biotecnologia 
Ltda., Alvorada, RS).
Resultados e Discussão
O  par  de  iniciadores  que  apresentou  melhores 
resultados  de  amplificação  foi  Pru‑C2/Pru‑C5,  o  que 
indicou  amplificação  de  alelos  nas  18  cultivares 






oito  cultivares  apresentaram dois  alelos  amplificados 




conjuntos  de  iniciadores  (Pru‑C2/Pru‑C5  com Pru‑C2/
PCE‑R), pôde‑se observar que a reação de amplificação 




o  par  de  iniciadores Pru‑C2/Pru‑C5,  oito  diferentes 
alelos  foram  identificados  entre  as  18  cultivares 
testadas.  Estes  alelos,  conforme  a  visualização  do 
resultado  da  amplificação,  apresentaram  tamanho 
entre  700  e  1.900  pb  (Figura  1). Quando  se  utilizou 
o  par  de  iniciadores  Pru‑C2/PCE‑R,  seis  diferentes 















a  combinação  de  iniciadores  Pru‑C2/Pru‑C5  das  seguintes 
cultivares de ameixeira  japonesa  (Prunus salicina): Pluma 
7, Gulf Rubi, Blood Plum, Wickson, América, Santa Rosa, 
Rosa  Mineira,  Estrela  Púrpura,  Amarelinha,  The  First, 
Harry Pieckstone, Santa Rita, Seleção 16 (Rosa Mineira x 
América), Seleção A26 (Burbank), Seleção 21 (Seleção A26 
x  Estrela  Púrpura),  Seleção  19  (América  x  Amarelinha), 
Methley e Simka.
Figura 2. Amplificação por PCR de alelos S obtidos com 
a  combinação  de  iniciadores  Pru‑C2/PCE‑R  das  seguintes 
cultivares  de  ameixeira  japonesa  (Prunus salicina):  Gulf 
Rubi,  Blood  Plum,  Wickson,  Rosa  Mineira,  Amarelinha, 
The First, Santa Rita, Seleção 16 (Rosa Mineira x América), 
Friar,  Seleção  A26  (Burbank),  Seleção  21  (Seleção  A26 
















































































































































































































































Yaegaki  et  al.  (2001)  verificaram  que  o  par  de 
iniciadores Pru‑C2/Pru‑C5 proporcionou a amplificação 
dos  dois  alelos  nas  seis  cultivares  estudadas.  Porém, 
ao utilizaram o par de iniciadores Pru‑C2/Pru‑C4, esses 
autores observaram a amplificação de dois alelos em 
apenas  três  das  seis  cultivares  analisadas. De  acordo 
com  Kodad  et  al.  (2008),  a  amplificação  de  apenas 





também  foi  constatada  no  presente  trabalho,  o  que 
pode  estar  relacionado  à  presença  de  um  alelo  nulo 
para aquele loco gênico, ou à amplificação de bandas 
de mesmo  tamanho,  ou  seja,  o  loco poderá  estar  em 
homozigose  (Kodad  et  al.,  2008;  Chai  et  al.,  2013). 
Alelos  nulos  são  observados  com  frequência  em 
locos de microssatélites, como resultado de mutações, 




A  ausência  de  amplificação  dos  alelos‑S  também 
pode estar relacionada à capacidade dos iniciadores em 
amplificar esses alelos, o que implicaria na necessidade 
de  desenvolvimento  de  iniciadores  específicos  para 
reconhecer  com  precisão  os  alelos‑S  presentes  em 
cada  cultivar  ou  genótipo  (Donoso  et  al.,  2009). 





poderia  torná‑los  ineficientes  para  análise  de  outras 
cultivares,  o  que  limitaria  a  identificação  de  apenas 
uma ou poucas cultivares.
Variações  no  número  de  alelos‑S  entre  locos  e  a 
ausência de amplificação foram relatadas em algumas 
cultivares de ameixeira japonesa (P. salicina) quando 
se utilizou o par de  iniciadores  IZ1/IZ4  (Mota et al., 
2010). Estes iniciadores amplificam apenas sequências 
exclusivas  de  um  alelo‑S  específico,  ou  seja,  foram 
desenvolvidos  especificamente  para  alguns  alelos 
(Sapir  et  al.,  2004),  diferentemente  do  iniciador 
PCE‑R, utilizado no presente  trabalho, que apresenta 
pelo  menos  uma  base  degenerada  para  facilitar  o 
anelamento.
Os  resultados  de  PCR  dos  dois  conjuntos  de 
iniciadores utilizados para flanquear as regiões (Pru‑C2/





Em  relação  à  autoincompatibilidade,  com  base  na 
amplificação com os dois pares de iniciadores testados, 
pôde‑se  obter  informações  sobre  as  plantas  mais 
adequadas  para  serem  usadas  como  polinizadoras. 
Na  amplificação  com  os  iniciadores  Pru‑C2/Pru‑C5, 
a  cultivar América  apresentou  alelos de  tamanho  em 
torno  de  1.900  e  1.500  pb,  padrão  semelhante  ao  de 
‘Santa  Rosa’  (Figura  1). As  cultivares  Blood  Plum, 
Wickson, Rosa Mineira, Estrela Púrpura e Seleção 21 
apresentaram  alelos  de  tamanho  em  torno  de  850  e 
700  pb.  Quando  se  utilizou  os  iniciadores  Pru‑C2/
PCE‑R,  as  cultivares  Blood  Plum,  Wickson  e 
Rosa Mineira  apresentaram  alelos  em  torno  de  650–
550 pb (Figura 2). Esses resultados sugerem que estas 
sete  cultivares  apresentam  autoincompatibilidade; 
entre  as  18  testadas,  essas  são  as  únicas  com 
incompatibilidade  total entre elas. Mota et al.  (2010) 
também encontraram perfis eletroforéticos semelhantes 
nas  cultivares  Santa  Rosa  e América,  o  que  está  de 
acordo com os resultados de autoincompatibilidade e 
de amplificação obtidos no presente trabalho.
Algumas  cultivares  apresentaram  compatibilidade 
parcial,  com  amplificação  de  dois  alelos;  contudo, 
apresentaram  apenas  um  alelo  em  comum  (Figuras 
1  e  2). Cultivares  que  amplificaram dois  alelos, mas 
nenhum  alelo  em  comum,  mostraram‑se  totalmente 
compatíveis entre si. As cultivares, que amplificaram 
apenas  um  alelo,  podem  ser  consideradas  de 




Seleção A26  e  Seleção  21  com  o  par  de  iniciadores 
Pru‑C2/PCE‑R (Tabela 3).
Embora  o  sequenciamento  seja  uma  estratégia 










1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Pluma 7 (1) AI  C  C  C  SC  SC  C  C  C  C  C  SC  SC  C  C  C  C  SC 
Gulf Rubi (2) AIP  C  C  SC  SC  C  C  C  SC  C  C  C  C  C  C  C  C 
Blood Plum (3) AI  I C  C  I I SC  C  SC  SC  SC  SC  I C  C  C 
Wickson (4) AI  C  C  I I SC  C  SC  SC  SC  SC  I C  C  C 
América (5) AI  I C  C  C  SC  C  C  SC  C  C  C  C  C 
Santa Rosa (6) AI  C  C  C  SC  C  C  SC  C  C  C  C  C 
Rosa Mineira (7) AI  I SC  C  SC  SC  SC  SC  I C  C  C 
Estrela Púrpura (8) AI  SC  C  SC  SC  SC  SC  I C  C  C 
Amarelinha (9) AIP  C  C  SC  SC  SC  SC  C  C  C 
The First (10) AI  C  C  C  SC  C  C  C  C 
Harry Pieckstone (11)  AIP  C  C  C  SC  C  C  C 
Santa Rita (12) AI  SC  SC  SC  C  C  SC 
Seleção 16 (13) AI  SC  SC  C  C  C 
Seleção A26 (14) AI  SC  C  C  C 
Seleção 21 (15) AI  C  C  C 
Seleção 19 (16) AIP  SC  C 
Methley (17) AIP  C 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Gulf Rubi (1) AIP C C C C C C C SC C C SC C
Blood Plum (2) AI I I SC C SC SC C SC SC C C
Wickson (3) AI I SC C SC SC C SC SC C C
Rosa Mineira (4) AI SC C SC SC C SC SC C C
Amarelinha (5) AIP C SC SC C SC SC SC SC
The First (6) AIP SC C C C C C SC
Santa Rita (7) AI SC C SC SC C SC
Seleção 16 (8) AI C SC SC C C
Friar (9) AIP C C SC C
Seleção A26 (10) AIP SC C C
Seleção 21 (11) AIP C C
Seleção 19 (12) AI SC
Methley (13)             AI
(1)AI, autoincompatível; SC, semicompatível; C, compatível; I, incompatível; AIP, autoincompatibilidade parcial.
seus  respectivos  genitores.  No  entanto,  em  algumas 
das  cultivares utilizadas no presente  trabalho, não  se 
tem  conhecimento  dos  genitores,  o  que  não  permite 
esse padrão de comparação.
Entre  as  cultivares  estudadas,  confirmou‑se  a 
descendência dos alelos da Seleção 16 (Rosa Mineira x 
América), a qual herdou um alelo de 'América' (1.900 
pb)  e  outro  de  'Rosa  Mineira'  (850  pb).  A  cultivar 
Seleção 21 (Seleção A26 x Estrela Púrpura) apresentou 
amplificação de  dois  alelos,  dos  quais  um é  herdado 
de  'Estrela  Púrpura'  (700  pb)  e  o  outro,  de  'Seleção 
A26' (850 pb) (Figura 1).
A  cultivar Harry  Pieckstone  (Methley  x Wickson) 
amplificou  apenas  um  alelo  herdado  de  'Wickson'; 
porém,  não  ocorreu  amplificação  do  segundo  alelo, 
derivado de ‘Methley’. A cultivar Seleção 19 (América 
x Amarelinha)  também  amplificou  apenas  um  alelo, 
que, por estar em homozigose, não apresentou nem um 




em  razão  da  não  amplificação  de  um  dos  alelos  de 
‘América’,  ou,  então,  da  possível  contaminação  com 
pólen de outra cultivar na hora da polinização.
A  análise  dos  alelos‑S  e  da  genealogia  tem 
permitido  a  predição  dos  genótipos  S‑RNase  de 
cultivares,  a  identificação  de  possíveis  relações 
genéticas  e  especulações  sobre  a  origem  de  alguns 
alelos  que  codificam S‑RNases.  Com  a  identificação 
dos  alelos‑S,  foi  possível  estabelecer  uma  nova 
relação de polinizadoras para as cultivares estudadas, 
tendo‑se  determinado  algumas  delas  por  métodos 
convencionais de polinização e  testes de crescimento 





levar  em  consideração  a  variabilidade  das  condições 
climáticas, principalmente em relação à temperatura e 
à  época  de  floração,  consideradas  pontos‑chave  para 
uma  ótima  frutificação  efetiva,  mesmo  se  houver 
compatibilidade molecular.
A  identificação  dos  alelos  S‑RNase  permitiu  a 
atribuição  das  cultivares  de  ameixeira  japonesa  aos 
seus correspondentes grupos de compatibilidade; esta 
informação  é  valiosa  para  a  seleção  de  genótipos, 
para  programas  de  melhoramento  genético  e  para 
seleção  adequada  de  cultivares  polinizadoras  em 
pomares  comerciais.  A  seleção  baseada  somente  na 
coincidência, parcial ou  total, no período de floração 
não é suficiente para escolher com precisão as melhores 
cultivares  polinizadoras.  Mesmo  cultivares  distintas 
que  apresentam  épocas  de  floração  completamente 
coincidentes não garantem frutificação efetiva se não 
houver compatibilidade dos alelos‑S.






Pluma 7 Blood Plum e Amarelinha Gulf Rubi, Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Púrpura, Amarelinha, The First,  
Harry Pieckstone, Seleção A26, Seleção 21, Seleção 19, Methley.




América Reubennel e Rosa Mineira Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Púrpura, Amarelinha, Harry Pieckstone,  
Santa Rita, Friar, Seleção A26, Seleção 21, Seleção 19, Methley, Simka.
Santa Rosa Santa Rita, The First e Wickson Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Púrpura, Amarelinha, Harry Pieckstone,  
Santa Rita, Friar, Seleção A26, Seleção 21, Seleção 19, Methley, Simka.
Rosa Mineira Relativa autofertilidade Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Friar, Seleção 19, Methley, Simka.
Estrela Púrpura ‑ Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Friar, Seleção 19, Methley, Simka.
Amarelinha Blood Plum, Pluma 7 e Friar Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Harry Pieckstone,  
Friar, Seleção 19, Methley, Simka.
The First Santa Rita, Santa Rosa e Methley Pluma 7, Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Púrpura, Amarelinha, Harry Pieckstone,  
Santa Rita, Friar, Seleção 21, Seleção 16, Seleção 19, Simka.








Seleção 19 ‑ Pluma 7, Blood Plum, Wickson, América, Santa Rosa, Rosa Mineira, Estrela Púrpura, The First,  
Harry Pieckstone, Santa Rita, Seleção 16, Amarelinha, Seleção A26, Seleção 21, Simka.









1.  As  combinações  de  iniciadores,  bem  como  as 
condições  de  PCR  utilizadas,  permitem  a  efetiva 
caracterização  de  alelos‑S  nas  cultivares  de  Prunus 
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